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(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Bildung von pankreatisches Hormon produzierenden Zellen mit einer Kul- 
tivierung und Differenzierung von Stammzellen beschrieben, die aus differenziertem exokrinen Driisengewebe eines Organismus 
gewonnen wurden. Es werden auch Anwendung der pankreatisches Hormon produzierenden Zellen beschrieben. 



WO 2005/001073 



PCT/EP2004/006799 



16356/PCT Hz 

Verfahren zur Differenzierung von Stammzellen in Zellen, die 
ein pankreatisches Hormon produzieren 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Differenzie- 
ren von Stammzellen in Zellen, die ein pankreatisches Hormon 
produzieren, insbesondere in Insulin-produzierende Zellen, 
pankreatisches Hormon produzierende Zellen, Zellzusammenset- 
10 zungen, die pankreatisches Hormon produzierende Zellen ent- 
halten und insbesondere mit dem genannten Verfahren gebildet 
werden, Anwendungen derartiger Zellen und Zellzusammensetzun- 
gen, insbesondere pharmazeutische Anwendungen dieser Zellen 
und Zellzusammensetzungen. 

15 

Es ist bekannt, Stammzellen in Insulin oder andere pankreati- 
sche Hormone produzierende Zellen zu dif f erenzieren (siehe DE 
102 90 025 Tl, WO 02/059278) . Die herkommlichen Differenzie- 
rungstechniken besitzen wesentliche Nachteile sowohl in Bezug 

20 auf die Vorlauferzellen fur die Zelldif f erenzierung als auch 
in Bezug auf die komplexen Verf ahrensbedingungen, die zur 
Zelldif f erenzierung eingehalten werden miissen. Die herkommli- 
chen Verfahren basieren in der Praxis auf der Differenzierung 
der Zellen aus Aggregaten embryonaler Stammzellen (sog. Em- 

25 bryoide) . Die massenhafte Verwendbarkeit von Embryoiden zur 
Zelldif f erenzierung ist jedoch aus einer Reihe von Grunden 
und insbesondere ethischen Erwagungen ausgeschlossen. In DE 
102 90 025 Tl wird zwar die Differenzierung von adulten 
Stammzellen vorgeschlagen. Die mit den herkommlichen Verfah- 

30 ren gewonnenen adulten Stammzellen liefern jedoch nur be- 
schrankt die gewunschten Dif f erenzierungsergebnisse . 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur 
Differenzierung von Stammzellen in Zellen, die mindestens ein 
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pankreatisches Hormon produzieren, bereitzustellen, mit denen 
die Beschrankungen in Bezug auf.die Verwendung embryonaler 
Stammzellen vermieden werden und die dennoch fur eine massen- 
hafte Anwendung unter einfachen Verf ahrensbedingungen geeig- 
5 net sind. Die Aufgabe der Erfindung besteht insbesondere in 
der Schaffung eines verbesserten Verfahrens zur Erzeugung von 
pankreatisches Hormon produzierenden Zellen fiir die Trans- 
plantation in Patienten, die an pankreatischen Erkrankungen 
insbesondere an Diabetes leiden. 

10 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen von 
Anspruch 1, eine Zelle mit den Merkmalen von Anspruch 22 und 
eine Zellzusammensetzung mit den Merkmalen von Anspruch 24 
gelost. Vorteilhafte Ausfiihrungsf ormen und Anwendungen erge- 
15 ben sich aus den abhangigen Anspruchen. 

Verf ahrensbezogen wird die o.g. Aufgabe durch eine Kultivie- 
rung und Dif f erenzierung von nicht-embryonalen Stammzellen 
gelost, die aus dem Gewebe einer dif f erenzierten exokrinen 

20 Druse eines Organismus gewonnen wurden. Ein besonderer Vor- 

teil dieses Verfahrens besteht in der Bildung von Zellen, die 
pankreatisches Hormon produzieren (im folgenden: hormonprodu- 
zierende Zellen) , ohne die bisher verwendete Dif f erenzierung 
aus embryonalen Stammzellen. Die Erfinder haben f estgestellt , 

25 dass die aus exokrinem Driisengewebe isolierten adulten Stamm- 
zellen pluripotent sind und eine hohe Teilungsf ahigkeit und 
ein starkes Wachstum zeigen. Damit wird eine effektive Quelle 
fiir differenzierungsfahige Zellen bereitgestellt , aus denen 
die hormonproduzierenden Zellen massenhaft gebildet werden 

30 konnen. 

Das erf indungsgemali verwendete exokrine Driisengewebe kann von 
einem erwachsenen Organismus, juvenilen Organismus oder 
nicht-humanen fotalen Organismus, vorzugsweise einem post- 
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natalen Organismus, stammen. Der Begriff "adult", wie in der 
vorliegenden Anmeldung verwendet, bezieht sich somit auf das 
Entwicklungsstadium des Ausgangsgewebes und nicht auf dasje- 
nige des Donororganismus, aus dem das Gewebe stammt. "Adult e" 
5 Stammzellen sind nicht-embryonale Stammzellen. 

Vorzugsweise wird das exokrine Driisengewebe aus einer Spei- 
cheldriise, Tranendriise, Talgdriise, Schweiftdriise, aus Driisen 
des Genitaltrakts, einschlieiilich Prostata, oder aus gastro- 
10 intestinalem Gewebe, einschlieiilich Pankreas, oder sekretori- 
schem Gewebe der Leber isoliert. In einer stark bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm handelt es sich dabei um acinares Gewebe. 
Ganz besonders bevorzugt stammt das acinare Gewebe aus dem 
Pankreas, der Ohrspeicheldriise oder Unterkief erspeicheldriise . 

15 

Ein weiterer wichtiger Vorteil des erf indungsgemalien Verfah- 
rens besteht darin, dass die Stammzellen effektiv aus leben- 
den Donororganismen, z. B. aus Speicheldrusen von Saugetieren 
oder aus humanen Speicheldrusen gewonnen werden kSnnen, ohne 
20 dass der Donororganismus entscheidend beeintrachtigt wird. 

Dies ist sowohl unter ethischen Gesichtspunkten als auch mit 
Blick auf die Moglichkeit der weiteren Beobachtung des Dono- 
rorganismus hinsichtlich eventueller Krankheiten von besonde- 
rem Vorteil. 

25 

GemaB einer ersten Ausfuhrungsf orm der Erfindung werden die 
primar aus dem Organismus isolierten Stammzellen als Quelle 
fur die weitere Kultivierung und Dif f erenzierung hin zu hor- 
monproduzierenden Zellen verwendet. Diese Variante besitzt 
30 den Vorteil einer besonders einfachen Verf ahrensfiihrung. Die 
gewiinschten dif f erenzierten Zellen konnen direkt aus einer 
Primar kultur gewonnen werden. Alternativ ist gemali einer ab- 
gewandelten Ausfuhrungsf orm der Erfindung vorgesehen, dass 
zunachst eine Aggregation der aus dem Organismus isolierten 
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Stammzellen zu so genannten organoiden Korpern erfolgt. Diese 
Variante besitzt den Vorteil, -dass mit den organoiden Korpern 
ein effektives Reservoir fur grofiere Mengen dif f erenzierter 
Zellen geschaffen wird. Die Erfinder haben festgestellt, dass 
die aus dem exokrinen Driisengewebe isolierten Stammzellen or- 
ganoide Korper bilden, die bei Nahrstof f versorgung ein star- 
ves Wachstum zu Gewebekorpern mit Durchmessern bis zu einigen 
Millimetern oder daruber zeigen. 

GemaB einer ersten Variante der Verwendung organoider Korper 
als Quelle fur die gewunschten hormonproduzierenden Zellen 
ist erfindungsgemafl vorgesehen, dass die Dif f erenzierung der 
Stammzellen in den organoiden Korpern erfolgt und anschlie- 
Gend die dif f erenzierten hormonproduzierenden Zellen aus den 
organoiden Korpern entnommen werden. Gemaii einer zweiten Va- 
riante werden sekundar aus den organoiden KOrpern Stammzellen 
im undifferenzierten Zustand isoliert, kultiviert und zu den 
gewunschten hormonproduzierenden Zellen dif f erenziert . Diese 
Aus fuhrungs form besitzt den Vorteil einer besonders einfachen 
Verfahrensfuhrung, da die organoiden Korper in Adhasionskul- 
tur ein spontanes Auswandern und Auswachsen von Stammzellen 
oder differenzierten Zellen zeigen, die dann fiir die weitere 
Kultivierung und Dif f erenzierung zur Verfugung stehen. 

Grundsatzlich kann das erf indungsgemafie Verfahren ausgefiihrt 
werden, indem hormonproduzierende Zellen, die sich spontan 
aus den primar oder sekundar isolierten Stammzellen oder aus 
den organoiden Korpern gebildet haben, selektiert und weiter 
vermehrt werden. Gemaft einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung ist bei der Dif ferenzierung der hormonproduzieren- 
den Zellen eine Stimulation der Zellkultur vorgesehen. Die 
Stimulation besitzt den Vorteil einer erhohten Effektivitat 
und Geschwindigkeit der Bildung der gewunschten hormonprodu- 
zierenden Zellen. GemaB einer ersten Variante ist nach der 
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Dif ferenzierung der Stammzellen zu den hormonproduzierenden 
Zellen deren stimulierte Vermehrung in einem Kultivierungsme- 
dium vorgesehen. Gemaft einer zweiten Variante ist die Stimu- 
lation auf eine stimulierte Dif ferenzierung der Stammzellen 
5 hin zu den gewiinschten hormonproduzierenden Zellen vorgese- 
hen. 

Erf indungsgemaft kann die Stimulation eine oder mehrere der 
folgenden Stimulationsbehandlungen umfassen, die gleichzeitig 

10 oder aufeinander folgend durchgefiihrt werden konnen. Es kann 
eine Behandlung mit Uberstanden einer Primarkultur des endo- 
krinen Pankreas oder von Zelllinien des endokrinen Pankreas, 
eine Co-Kultivierung mit dif f erenzierten Zellen des endokri- 
nen Pankreas oder mit davon abgeleiteten Zelllinien, eine Be- 

15 handlung (Pragung) mit immobilisierten oder geldsten, in der 
flussigen Phase bereitgestellten molekularen Differenzie- 
rungsf aktoren oder eine Genaktivierung in der Stammzelle vor- 
gesehen sein. Des weiteren kann eine Stimulation durch den 
Zusatz von bereits dif f erenzierten hormonproduzierenden Zel- 

20 len und/oder anderen Substanzen, zum Beispiel Hormone, oder 
Zelltypen, die die Dif ferenzierung beeinf lussen, erzielt wer- 
den. 

Wenn die Pragung mit immobilisierten Wachstumsf aktoren er- 
25 folgt, so werden vorzugsweise Dif ferenzierungsf aktoren ver- 

wendet, die auf einem beweglichen, relativ zu den Stammzellen 
positionierbaren Trager fixiert sind. Vorteilhaf terweise kann 
damit eine gezielte Dif ferenzierung einzelner Stammzellen 
oder bestimmter Stammzellgruppen erreicht werden. Der Trager 
30 ist beispielsweise ein synthetisches Substrat, das Vorteile 

fur eine gezielte Gestaltung mit den Dif ferenzierungsf aktoren 
besitzt, oder eine biologische Zelle, auf deren Zellmembran 
die Dif ferenzierungsf aktoren angeordnet sind. 



5 



WO 2005/001073 



PCT/EP2004/006799 



Wenn gemafr einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Er- 
findung eine Identif izierung u-nd Selektion der dif f erenzier- 
ten Zellen aus der Zellkultur vorgesehen ist, konnen sich 
Vorteile fur die weitere Verwendung der gebildeten pankreati- 
sches hormonproduzierenden Zellen ergeben. Es kann insbeson- 
dere eine Zellzusammensetzung bereitgestellt werden, die 
vollstandig oder zum groflten Teil aus hormonproduzierenden 
Zellen besteht. Wenn die Selektion mit Sortierverf ahren er- 
folgt, die an sich bekannt sind, wie z. B. mit einem prapara- 
tiven Zellsorter-Verfahren oder eine Sortierung in einem flu- 
idischen Mikrosystem, konnen sich Vorteile fiir die Kompatibi- 
litat mit herkommlichen zellbiologischen Prozeduren ergeben. 

Ein weiterer Vorteil der Identif izierung und Selektion be- 
steht darin, dass Zellen, die nicht als hormonproduzierende 
Zellen identif iziert sind und entsprechend nicht aus der be- 
arbeiteten Kultur selektiert werden, einer weiteren Kultivie- 
rung und Dif f erenzierung unterzogen werden k6nnen. Damit kann 
vorteilhafterweise die Ausbeute des erf indungsgemaften Verfah- 
rens gesteigert werden. 

GemaJi bevorzugten weiteren Varianten der Erfindung werden zur 
Bildung der hormonproduzierenden Zellen Stammzellen aus Gewe- 
be von sekretorischen Driisen oder Driisen des gastro- 
intestinalen Traktes des Organismus gewonnen. Die Stammzellen 
werden insbesondere aus Gewebe isoliert, das aus acinarem Ge- 
webe besteht oder acinares Gewebe enthalt. Bei der Gewinnung 
aus der Pankreas konnen sich Vorteile fiir die Verwendung wei- 
terer Gewebeteile der Pankreas fiir die genannte Stimulation 
ergeben. Bei der Gewinnung aus der Speicheldruse konnen sich 
Vorteile fiir die schonende Behandlung des Donororganismus er- 
geben. 
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Bevorzugte Donororganismen sind Wirbeltiere, insbesondere 
Sauger, wie z. B. der Mensch. -Bei der Verwendung humaner 
Starnmzellen erfolgt die Isolation der Starnmzellen aus nicht- 
embryonalen Zustanden, also aus dif f erenziertem Gewebe in der 
5 juvenilen Phase oder der adulten Phase. Bei nicht- 

menschlichen Donororganismen kann grundsat zlich auch auf dif- 
ferenziertes Gewebe im fotalen Zustand zuriickgegrif f en wer- 
den. 

10 Die erf indungsgemafi hergestellten hormonproduzierenden Zellen 
werden vorzugsweise therapeutisch verwendet. GemaB einer ers- 
ten Variante kann eine Humanbehandlung mit hormonproduzieren- 
den Zellen vorgesehen sein, die aus tierischen Organismen ge- 
wonnen wurden. Des Weiteren sind Behandlungen eines Menschen 

15 mit hormonproduzierenden Zellen moglich, die aus einem ande- 
ren Menschen gewonnen wurden. Besonders bevorzugt ist die au- 
tologe Behandlung eines Menschen mit hormonproduzierenden 
Zellen, die von eigenen, juvenilen oder adulten Starnmzellen 
gewonnen wurden. Die Behandlung kann pankreatische Erkrankun- 

20 gen, Stof fwechselsyndroroe oder Stof fwechselerkrankungen, ins- 
besondere die Diabetes, die Hyperglykamie oder eine beein- 
trachtigte Glukosetoleranz betreffen. Besonders bevorzugt 
wird als pankreatisches Hormon Insulin produziert. 

25 Einen unabhangigen Gegenstand der Erfindung stellt eine iso- 
lierte, ein pankreatisches Hormon produzierende Zelle dar, 
die aus einer Stammzelle dif f erenziert wurde, welche aus dif- 
f erenziertem endokrinen Driisengewebe eines Organismus stammt. 
Eine derartig isolierte Zelle wird vorzugsweise mit dem er- 

30 f indungsgemaJien Verfahren gewonnen. 

Ein weiterer unabhangiger Gegenstand der Erfindung ist eine 
Zellzusammensetzung, die eine Vielzahl derartiger pankreati- 
sches Hormon produzierender Zellen enthalt. Die Zellzusammen- 
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setzung wird vorzugsweise durch das erf indungsgemafie Verfah- 
ren gewonnen. GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Er- 
findung kann die Zellzusammensetzung weitere Zellen oder Ma- 
terialmen enthalten, die bspw. eine Matrix bilden. Entspre- 
chend ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung eine kiinstli- 
che Langerhans' sche Insel. 

Gemaft einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung umfasst 
die Zellzusammensetzung eine Umhiillung oder eine 3- 
dimensionale Matrix, in der die hormonproduzierenden Zellen 
und weitere Zelltypen angeordnet sind. Die Umhiillung oder 3- 
dimensionale Matrix besteht zum Beispiel aus Alginat, Kolla- 
gen, implantierbaren Materialien, Polymeren (Biopolymere oder 
synthetische Polymere) . Es wird ein semipermeables Material 
verwendet, das das Hormon (zum Beispiel Insulin) nach auflen 
durchlasst, nicht jedoch die Zellen. Die weiteren Zelltypen 
umfassen zum Beispiel Stammzellen und/oder Nachbar zellen von 
Langerhans ' schen Inseln im pankreatischen Gewebe. Die Bildung 
der Umhiillung (Kapsel) wird bevorzugt, da mit dieser beson- 
ders effektiv insbesondere die hormonproduzierenden Zellen 
immobilisiert und ggf . an einem weiteren Wachstum gehindert 
werden. Das hier beschriebene Kapsel-Zell-Komposit oder Mat- 
rix-Zell-Komposit besitzt einen Durchmesser von einigen 100 
um bis einige mm. 

Ein weiterer unabhangiger Gegenstand der Erfindung ist eine 
pharmazeutische Zusammensetzung mit mindestens einer erfin- 
dungsgemafl hergestellten hormonproduzierenden Zelle oder 
Zellzusammensetzung und einer pharmazeuti schen Tragersub- 
stanz. Als pharmazeutische insbesondere flussige Tragersub- 
stanz kann jedes Material verwendet werden, das an sich aus 
der Pharmazie fiir diese Funktion bekannt ist. 
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Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im 
Folgenden unter Bezug auf die beigefiigten Zeichnungen be- 
schrieben. Es zeigen: 

5 Figur 1: ein Flussdiagramm eines Dif f erenzierungsverf ahrens 
gemaft einer Ausf uhrungsf orm der Erfindung, 

Figur 2: ein Flussdiagramm zur Illustration verschiedener Va- 
rianten der Bereitstellung von Stammzellen, 

10 

Figur 3: ein Flussdiagramm zur Illustration verschiedener Va- 
rianten der Aggregation von Stammzellen zu organoiden Kor- 
pern, 

15 Figur 4: eine Prozedur zur Herstellung organoider Korper, 

Figur 5: eine Illustration der Kultivierung von organoiden 
KSrpern, 

20 Figuren 6 und 7: schematische Illustrationen der Pragung von 
Stammzellen durch molekulare Signalf aktoren, und 

Figur 8: eine Illustration des Nachweises der Insulinproduk- 
tion erfindungsgemafi dif f erenzierter Zellen. 

25 

(I) Isolierung und Aggregation von Stammzellen aus einer dif- 
ferenzierten exokrinen Druse eines lebenden Organismus zu or- 
ganoiden Korpern 

30 Die erf indungsgemafie Kultivierung und Dif f erenzierung von 

Stammzellen, die aus dif f erenziertem exokrinen Driisengewebe 
eines Organismus gewonnen wurden, umfasst die in Figur 1 il- 
lustrierten Schritte. Zunachst erfolgt die Isolierung von 
Stammzellen aus dem Organismus (Schritt 100), urn eine Quelle 
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fur die Stimulation und Dif ferenzierung hin zu den hormonpro- 
duzierenden Zellen zu bilden. .Einzelheiten der Isolierung und 
verschiedene Varianten von Quellen fur die weiteren Verfah- 
rensschritte sind unten erlautert. Anschliefiend folgt im Rah- 
men der Dif ferenzierung die Stimulation (Schritt 200) einer 
als Quelle verwendeten Zellkultur. Nach der Dif ferenzierung 
erfolgt bei Schritt 300 eine Identif izierung der hormonprodu- 
zierenden Zellen und eine entsprechende Selektion. Die ausge- 
wahlten hormonproduzierenden Zellen werden gesammelt und ggf. 
weiter fur eine z. B. pharmazeutische Anwendung prapariert 
(Schritt 400) . Des Weiteren kann eine Riickfiihrung der nicht 
differenzierten Zellen in die Ausgangskultur vorgesehen sein 
(Schritt 500), um erneut der Stimulation und Dif ferenzierung 
ausgesetzt zu werden. 

Verschiedene Varianten der Bereitstellung von undif f erenzier- 
ten Stammzellen fur die weitere Stimulation sind in den Figu- 
ren 2 und 3 illustriert. Gemafi Figur 2 erfolgt zunachst die 
Isolierung von Stammzellen aus dem Donororganismus (Schritt 
110, Beispiele siehe unten). Ausgehend von diesen primar iso- 
lierten Stammzellen kann gemafi einer ersten Variante (a) di- 
rekt zur Stimulation (Schritt 200) ubergegangen werden. Al- 
ternativ erfolgt bei Schritt 120 zunachst eine Aggregation 
der Stammzellen zu organoiden Korpern. Einzelheiten des Ag- 
gregationsschrittes sind in den Figuren 3 und 4 zusammenge- 
stellt. Aus den organoiden Korpern konnen bei Schritt 130 
Stammzellen oder bereits differenzierte Zellen vereinzelt 
und/oder sortiert (Schritt 140) werden, wobei dann gemafi Va- 
riante (b) mit der weiteren Stimulation der Dif ferenzierung 
oder der Vermehrung der bereits differenzierten Zellen fort- 
gefahren werden kann. 

Gemaft Figur 3 umfasst die Aggregation von Stammzellen zu or- 
ganoiden Korpern gemafi Schritt 120 die folgenden Teilschrit- 
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te. Zunachst erfolgt die Kultivierung der Stammzellen in han- 
genden Tropfen (Schritt 121, Beispiel siehe unten) . Alterna- 
tiv kann die Kultivierung in einer Schiittelkultur oder in ei- 
nem schwebenden Zustand ohne Kontakt mit festen Grenzflachen 
5 in elektromagnetischen Feldkafigen erfolgen. Im hangenden 
Tropfen oder der entsprechenden dreidimensionalen Suspensi- 
onskultur erfolgt die Aggregation zu primaren organoiden Kor- 
pern (Schritt 122) . Diese konnen als Quelle fur die Vereinze- 
lung von Zellen verwendet werden. Gemali Variante (a) in Figur 

10 4 erfolgt hier der Sprung zu Schritt 130 in Figur 2. Alterna- 
tiv werden die primaren organoiden Korper zunachst auf einem 
Substrat in einem Kultivierungsmedium fur eine Adhasionskul- 
tur abgelegt (Schritt 123) . Auf dem Substrat erfolgt eine 
. Zellwanderung und eine Schichtbildung (Schritt 124, siehe Fi- 

15 gur 5) . Im Ergebnis liegen nach Schritt 124 vereinzelte 

Stammzellen oder dif f erenzierte Zellen vor, so dass gemaft Va- 
riante (b) in Figur 3 unmittelbar der Sprung zu Schritt 140 
in Figur 2 erfolgen kann. 

20 Eine Besonderheit der organoiden Korper in Adhasionskultur 
besteht in der Bildung von sekundaren organoiden Korpern aus 
der in der Adhasionskultur gebildeten Zellschicht (Schritt 
125) . Aus den sekundaren organoiden Korpern oder entsprechend 
abgeleiteten organoiden Korpern konnen wiederum gemafl Varian- 

25 te (c) in Figur 3 Zellen vereinzelt werden (Sprung zu Schritt 
130 in Figur 2) . 

Die Vereinzelung der dif f erenzierten Zellen aus einer Adhasi- 
onskultur erfolgt nach an sich bekannten Verfahren, z.B. un- 
30 ter Verwendung von Markersubstanzen, die fur die pankreati- 

schen Hormone charakteristisch sind. Es erfolgt beispielswei- 
se ein Trypsinieren der in Adhasionskultur dif f erenzierten 
Zellen und deren Uberfiihrung in eine Suspension. In dieser 
erfolgt eine Identif izierung zum Beispiel unter Verwendung 
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einer an sich bekannten Zellsortiereinrichtung mit einem flu- 
idischen Mikrosystem, mit einem praparativen Zellsorter- 
Verfahren oder mit magnetischen Beads, an die Antikorper an- 
gekoppelt sind, die nur mit den hormonproduzierenden Zellen 
in der Suspension ankoppeln. Beim praparativen Zellsorter- 
Verfahren wird gezielt nach Oberf lachenmarkern gesucht und 
die hormonproduzierenden Zellen mit spezif ischen Oberflachen- 
markern selektiert. 

Die Identifizierung der gesuchten Zellen kann auch in der 
Zellkultur zum Beispiel auf der Grundlage morphologischer Un- 
terscheidungsmerkmale erfolgen, durch die sich die hormonpro- 
duzierenden Zellen von den undif f erenzierten Zellen oder an- 
deren Zelltypen unterscheiden. Morphologische Unterschei- 
dungsmerkmale beziehen sich zum Beispiel auf die Geometrie 
der Zelle oder die Anordnung des Zellkerns oder granularer 
Bestandteile in der Zelle. 

Die Identifizierung und Selektion kann ferner durch eine 
zellelektrophoretische Untersuchung oder eine Untersuchung 
einer anderen, spezifischen nativen Eigenschaft, wie zum Bei- 
spiel der Oberflachenbeweglichkeit, der hormonproduzierenden 
Zellen erfolgen. 

Es konnen ferner mehrstufige oder aus den genannten Techniken 
kombinierte Identif izierungen und Selektionen vorgesehen 
sein. 

Entsprechend dem in Figur 4 dargestellten Schema wird zur Ge- 
winnung der Zellen acinares Gewebe - bevorzugt einer Spei- 
cheldriise oder der Bauchspeicheldriise (Pankreas) - mechanisch 
und enzymatisch zerkleinert in Kultur genommen (Schritt 10 in 
Figur 2). Entgegen den Angaben von Bachem et al., Gastroente- 
rol. 115:421-432 (1998), und Grosfils et al., Res. Comm. 
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Chem. Pathol. Pharmacol. 79:99-115 (1993), werden keine Gewe- 
beblocke kultiviert, aus denen Zellen auswachsen sollen, son- 
dern unter der Bedingung, dass die Zellverbande der Acini 
weitestgehend intakt bleiben, das Gewebe starker zerkleinert. 

5 

Uber mehrere Wochen werden diese Zellen und Zellverbande in 
Kulturgef alien kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage wird das Medium 
gewechselt, wobei alle dif f erenzierten Zellen entfernt wer- 
den. Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich 
10 urn undiff erenzierte Zellen mit uneingeschrankter Teilungsfa- 
higkeit. 

Ahnliche Zellen sind unter gleichen Bedingungen aus dem Pank- 
reas isoliert und beschrieben und als eine Art Myo- 

15 fibroblasten bzw. pankreatische Sternzellen bezeichnet worden 
(Bachem et al., 1998). Im Gegensatz zu den Zellen der vorlie- 
genden Erfindung konnte eine uneingeschrankte Teilungsf ahig- 
keit jedoch nicht beobachtet werden. Weiterhin konnten diese 
Zellen auch nicht unbegrenzt passagiert werden, ohne an Vita- 

20 litat zu verlieren. 

In einem zweiten Schritt (12) werden ungefahr 400 bis 800 
Zellen in je 20 pi Medium in hangenden Tropfen kultiviert. 
Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriologischen Pet- 
25 rischalen gegeben, umgedreht und uber die mit Medium gefullte 
Petrischale gelegt, so dass die Tropfen nach unten hangen. 

Durch diese Art der Kultivierung bilden sich innerhalb von 
4 8h die als organoide Korper bezeichneten Zellaggregate (14), 
30 die fur ungefahr 6 Tage in eine Suspensionskultur umgesetzt 
werden (16). Die Teilansicht (18) aus Figur 2 zeigt eine mik- 
roskopische Aufnahme eines solchen organoiden Korpers 2. 



13 



WO 2005/001073 



PCT/EP2004/006799 



Die Bildung der o. g. sekundaren organoiden Korper ist in Fi- 
gur 5 illustriert. Die primaren organoiden Korper 2 bilden 
auf dem Subs t rat der Adhasionskultur, wie z. B. auf dem Boden 
der Kulturschale 20, durch ein Wandern oder Wachsen von Zel- 
len 3 zunachst eine Monoschicht, aus der dann die sekundaren 
organoiden Korper 4 herauswachsen . Mit der Kultivierung der 
primaren organoiden Korper 2 zu sekundaren organoiden Korpern 
4 wird eine weitere Vervielfaltigung des Zellmaterials ge- 
schaffen. Aus jedem der primaren oder sekundaren organoiden 
Korper 2, 4 konnen die hormonproduzierenden Zellen gewonnen 
werden. 

Weitere Ausf ilhrungsbeispiele fiir die Isolierung und Aggrega- 
tion von Stammzellen 

In den folgenden, nicht-beschrankenden Beispielen wird die 
Isolierung und Aggregation von Stammzellen naher erlautert. 

Die allgemeinen Arbeitsanweisungen, wie sie fiir Verfahren zur 
Kultivierung von biologischen Zellen und insbesondere von 
Saugetierzellen gebrauchlich sind, sind zu beachten. Eine 
sterile Umgebung, in der das Verfahren durchgefiihrt werden 
soli, ist - auch wenn hierzu keine weitere Beschreibung er- 
folgt - in jedem Fall einzuhalten. Folgende Puffer und Medien 
wurden verwendet: 

HEPES-Stammlosung (pH 7,61 2.3 83 g HEPES auf 1 00 ml A. bidest. 
HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 90 ml Modified Eagle Medium (MEM) 

10 ml HEPES-Stammlosung 

Isolationsmedium (pH 7,4) 32 ml HEPES-Eagle-Medium 

8 ml 5% BSA in A. bidest. 

300 ul 0,1 MCaC12 

100 ul Trasylol (200.000 KIE) 
Digestionsmedium (pH 7,4) 20 ml Isolationsmedium 
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4 ml Kollagenase (Kollagenase NB 8 von Serva) 

Inkubationsmedium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
DMEM + 4500 mg/1 Glucose 
+ L-Glutamin 
- Pyruvat 

+ 20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/100 ml Pen/Strep 
(10000 E/l 0000 jig/ml) 
oder 

DMEM + 10 % Eigenplasma + 1 ml/100 ml 
Pen/Strep, 

vor Gebrauch auf 37°C erwarmen 

Differenzierungsmedium (I) 380 ml DMEM 

95 ml 30 min bei 54 °C inaktiviertes FKS 
15 5 ml Glutamin (GIBCO BRL) 

5 ml (3,5 pi B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 ml Non-essential amino acids (GIBCO BRL) 
5 ml Penicillin/Streptomycin (GIBCO BRL) 
(10000 E/l 0000 ug/ml) 



Nahrmedium 

5 
10 



Statt fotalem Kalbserum (FKS) im Nahrmedium und Differenzie- 
rungsmedium kann gegebenenfalls auch Eigenplasma oder, weni- 
ger bevorzugt, Eigenserum des Gewebedonors verwendet werden. 
Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn der Gewebedo- 
2 5 nor mit dem spateren Empf anger der Stammzellen oder davon ab- 
geleiteten dif f erenzierten Zellen identisch ist. Eine solche 
autologe Behandlung ist zur Verhinderung einer eventuellen 
AbstoiJungsreaktion bevorzugt. 

30 Das Nahrmedium kann als Basismedium statt des verwendet en 

DMEM-Mediums auch ein anderes fur die Kultivierung von euka- 
ryotischen Zellen, insbesondere Saugerzellen, bekanntes, ge- 
eignetes Basismedium enthalten, in dem die dif f erenzierten 
Zellen absterben und sich die gewunschten Stammzellen vermeh- 
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ren. Auch Isolationsmedium, Inkubationsmedium und Differen- 
zierungsmedium konnen ein anderes iibliches und geeignetes Ba- 
sismedium enthalten. 

5 Weitere Dif f erenzierungsmedien, die zur erf indungsgemafl vor- 
gesehenen Stimulation verwendet werden konnen bestehen in den 
Uberstanden von Primarkulturen oder abgeleiteten Zelllinien 
des endokrinen Pankreas oder in Zellsuspensionen mit diffe- 
renzierten Zellen oder abgeleiteten Zellen des endokrinen 
10 Pankreas. Es konnen insbesondere Zellen oder Zellgruppen ver- 
wendet werden, die im endokrinen Gewebe der Pankreas in der 
Umgebung der Langerhans * schen Inseln angeordnet sind. 

Die folgenden Beispiele 1 und 2 beschreiben detailliert zwei 
15 Arbeitsprotokolle zur Isolierung und Kultivierung adulter 
pluripotenter Stammzellen aus acinarem Gewebe des Pankreas. 
Die Beispiele 1 und 2 beziehen sich auf die Isolierung von 
Stammzellen aus Ratten. Die Isolierung aus anderen Saugetie- 
ren, z.B. Schweinen erfolgt analog. Beispiel 3 beschreibt ein 
20 entsprechendes Protokoll fur die Isolierung aus acinarem Ge- 
webe der Speicheldriise. 

BEISPIEL 1 

1. Preparation des Gewebe s und Isolierung der Zellen 

25 In den Ductus pancreaticus von 2-3 Jahre alten Ratten werden 
mittels einer Spritze und einer stumpfen Kanule bei der Ratte 
10 ml Digestionsmedium langsam und luf tblasenf rei injiziert. 
Das gesamte Pankreas wird dadurch aufgeblasen und kann so 
besser herausprapariert werden. Das Pankreas wird dann in ein 

30 Becherglas uberfiihrt und weitere 5 ml Digestionsmedium dazu- 
gegeben. Nachdem man das Fettgewebe und Lymphknoten entfernt 
hat, wird das Gewebe im Becherglas mit einer feinen Schere 
sehr fein zerkleinert, oben schwimmendes Fettgewebe abgesaugt 
und die Suspension wird abschlieBend 1 min mit Carbogen be- 
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gast (wenn notig wiederholen) und fiir 20 min bei 37 °C mit 
Alufolie bedeckt in einem Schuttler bei 200 Zyklen/min inku- 
biert. Danach saugt man das Medium vorsichtig ab, zerkleinert 
erneut mit einer Schere das Gewebe und wascht die Gewebestii- 
5 eke zweimal mit je 10 ml Isolationsmedium und gibt wieder 5 
ml Digestionsmedium zum Gewebe hinzu. 

Nach erneutem Begasen mit Carbogen fiir etwa 1 min und Inkuba- 
tion fiir 15 min bei 37 °C in einem Schuttler bei 200 Zyk- 

10 len/min werden die Gewebestiicke durch sukzessives Aufziehen 
in jeweils einer 10 ml, 5ml, 2 ml und 1 ml Glaspipette zer- 
kleinert und durch einlagiges Filtergewebe gepresst. Die so 
vereinzelten Zellen werden nun fiinfmal in Inkubationsmedium 
gewaschen (37 °C) , mit Carbogen begast und jedes Mai 5 min 

15 bei 90 g zentrifugiert . Das zuletzt erhaltene Pellet wird in 
Inkubationsmedium resuspendiert , begast und auf Gewebekultur- 
schalen verteilt. 

2. Kultivierung der Zellen 

20 Die Gewebekulturschalen mit den isolierten Zellen werden im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % C0 2 kultiviert. Alle 2-3 Tage 
wird das Medium gewechselt. Dabei werden alle dif f erenzierten 
Zellen entfernt. 

25 Am siebenten Tag in Kultur werden die Zellen mit einer Losung 
bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin und 2 ml Inkubationsme- 
dium passagiert. Dabei losen sich die Zellen vom Boden der 
Kulturschale. Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrifu- 
giert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkuba- 

30 tionsmedium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturf la- 
sche uberfiihrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. Der 
Medienwechsel erfolgt alle drei Tage. 
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Am vierzehnten Tag in Kultur werden die Zellen erneut, aber 
diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml Trypsin und 6 ml Inkubationsmedi- 
um, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrifu- 
giert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 6 ml Inkuba- 
tionsmedium resuspendiert , auf 3 mittlere Zellkulturf laschen 
tiberfuhrt und jeweils 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Die Zellen werden weiter kultiviert und so oft passagiert und 
ausgesat, bis die Zellen einen semikonf luenten bis konfluen- 
ten Zustand erreichen. 

BEISPIBL 2 

Pankreas-Acini wurden von mannlichen Sprague-Dawley-Ratten 
(20-300 g) erhalten, die narkotisiert (C0 2 ) und iiber die dor- 
sale Aorta ausgeblutet worden waren. Eine Kaniile wurde tras- 
duodenal in den Pankreasgang eingefuhrt und dem Pankreas wur- 
de von hinten 10 ml Digestionsmedium, enthaltend HEPES-Eagle- 
Medium (pH 7,4), 0,1 mM HEPES-Puffer (pH, 7,6), 70% 
(Vol. /Vol.) modifiziertes Eagle-Medium, 0,5 % (Vol. /Vol.) 
Trasylol (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) , 1 % (Gew./Vol.) 
Rinderserumalbumin) , 2,4 mM CaCl 2 und Kollagenase (0,63 P/mg, 
Serva, Heidelberg, Deutschland) injiziert. 

Vor der Entfernung wurde der Pankreas von anhaftendem Festge- 
webe, Lymphknoten und Blutgef alien teilweise befreit. Dann 
wurde gesundes Pankreasgewebe in Digestionsmedium abgeholt 
(bei 20 °C, geringerer Stof fwechsel) , das Pankreasgewebe mit 
einer Schere sehr fein zerkleinert, oben schwimmendes Fettge- 
webe abgesaugt und die Gewebesuspension mit Carbogen (Messer, 
Krefeld, Deutschland) begast, ohne dass die Duse in das Medi- 
um mit den Zellen gelangt (Verringerung von mechanischem 
StreJi) und damit auf pH 7,4 eingestellt. Danach wurde die 
Suspension in einem 25-ml-Erlenmeyerkolben (mit Alufolie be- 
deckt) unter konstantem Schiitteln (150-200 Zyklen pro Minute) 



18 



WO 2005/001073 



PCT/EP2004/006799 



bei 37 °C in 10 ml Digestionsmedium inkubiert. Nach 15-20 Mi- 
nuten wurde das oben schwimmende Fett und das Medium abge- 
saugt und das Gewebe wurde erneut zerkleinert und mit Medium 
ohne Kollagenase gespiilt (Vorgang mindestens zweimal wieder- 
5 holen, vorzugsweise solange bis Zellfraktion transparent) , 
worauf Digestionsmedium zugegeben und erneut etwa 1 Minute 
lang mit Carbogen begast wurde. Es folgte wiederum eine Di- 
gestion mit Kollagenase fur 15 Minuten bei 37 °C im Schuttler 
unter Verwendung desselben Puffers. Nach der Digestion wurden 

10 die Acini durch sukzessives Hochziehen und Ausstossen durch 

10 ml-, 5 ml und 2 ml-Glaspipetten mit engen Offnungen disso- 
ziiert und durch ein einlagiges Nylonsieb (Polymon PES- 
200/45, Angst & Pfister AG, Zurich, Schweiz) mit einer Ma- 
schengrofie von etwa 250 um filtriert. Die Acini wurden 

15 zentrifugiert (bei 37 °C und 600-800 UpM in einer Beckman-GPR- 
Zentrifuge, entspricht etwa 90 g) und weiter gereinigt durch 
Waschen in Inkubationsmedium, enthaltend 24,5 mM HEPES (pH 
7,5), 96 mM NaCl, 6 mM KC1, 1 mM MgCl 2 , 2,5 mM NaH 2 P0 4 , 0, mM 
CaCl 2 , 11,5 mM Glucose, 5 mM Natriumpyruvat , 5 mM Natriumglu- 

20 tamat, 5 mM Natriumfumarat , 1 % (Vol. /Vol.) modif iziertes Ea- 
gle-Medium, 1 % (Gew./Vol.) Rinderserumalbumin, mit Carbogen 
aquilibriert und auf pH 7,4 eingestellt. Die Waschprozedur 
(Zentrifugation, Absaugen, Resuspension) wurde funfmal wie- 
derholt. Soweit nicht anders angegeben, wird bei der obigen 

25 Isolierung bei etwa 20 °C gearbeitet. 

Die Acini wurden in Inkubationsmedium resuspendiert und bei 
37 °C in einer angefeuchten Atmosphare mit 5 % C0 2 kultiviert. 
Das acinare Gewebe starb dabei schnell (innerhalb von zwei 
30 Tagen) ab und die sterbenden dif f erenzierten Zellen losten 

sich dabei von "den benachbarten Zellen, ohne diese zu schadi- 
gen (schonende Isolierung), die nicht absterbenden Stammzel- 
len sanken zu Boden und hefteten sich an. Die dif f erenzierten 
Acinizellen sind dazu nicht in der Lage. Das Inkubationsmedi- 
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urn wurde am zweiten oder dritten Tag nach dem Aussaen erst- 
mals gewechselt, wobei ein Grofiteil der frei schwimmenden A- 
cini und acinaren Zellen entfernt wurde. Zu diesem Zeitpunkt 
hatten sich die ersten Stammzellen bzw. deren Vorlaufer am 
Boden festgesetzt und begannen sich zu teilen. Der Medium- 
wechsel wurde danach an jedem dritten Tag wiederholt und dif- 
ferenzierte acinare Pankreaszellen wurden bei jedem Medium- 
wechsel entfernt. 

Am siebenten Tag in Kultur wurden die Zellen mit einer Losung 
bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin (+ 0,05 % EDTA) und 2 ml 
Inkubationsmedium passagiert. Dabei losen sich die Zellen vom 
Boden der Kulturschale . Die Zellsuspension wurde 5 Minuten 
bei etwa 1000 UpM (Beckmann GPR-Zentrifuge) zentrifugiert, 
der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkubationsme- 
dium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturf lasche iiber- 
fuhrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Am vierzehnten Tag in Kultur wurden die Zellen erneut, aber 
diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml Trypsin/EDTA und 6 ml Inkubations- 
medium, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei 
1000 UpM zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zel- 
len in 6 ml Inkubationsmedium resuspendiert, auf 3 mittlere 
Zellkulturf laschen uberfiihrt und jeweils 10 ml Inkubationsme- 
dium dazugegeben. 

Am Tag 17 erfolgte ein drittes Passagieren auf insgesamt 6 
mittlere Zellkulturf laschen und am Tag 24 ein viertes Passa- 
gieren auf insgesamt 12 mittlere Zellkulturf laschen. Spates- 
tens jetzt waren alle primaren Zellen bis auf die Stammzellen 
aus der Zellkultur entfernt. 

Die Stammzellen konnen weiter kultiviert werden und so oft 
passagiert und ausgesat wie gewunscht. Das Aussaen erfolgt 
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vorzugsweise jeweils in einer Dichte von 2-4 x 10 5 Zellen/cm 2 
in Inkubationsmedium. 

BEISPIEL 3 

5 Die Isolierung und Kultivierung aus exokrinem Gewebe der Ohr- 
speicheldrilse eines Menschen erfolgte analog dem Pankreas- 
Protokoll mit den folgenden Abweichungen : 

1. Das exokrine Gewebe der Ohrspeicheldruse war eine Mischung 

von acinarem Gewebe und tubulosem Gewebe . 
10 2. Nachdem Speicheldriisen weniger Proteasen und Amylasen als 

Pankreas enthalten, ist es moglich, das Speicheldriisengewebe 

vor der Aufarbeitung einige Zeit im Kiihlschrank bei etwa 4°C 

auf zubewahren, ohne dass das Gewebe zu sehr geschadigt wird. 

Im konkreten Beispielsf all betrug die Aufbewahrungszeit 15 h 
15 und brachte keine nachteiligen Folgen fur die Isolierung der 

gewunschten Stammzellen mit sich. 

Das folgende Beispiel 4 beschreibt detailliert ein Arbeits- 
protokoll zur Herstellung von organoiden Korpern. 

20 

BEISPIEL 4 

Die undif ferenzierten Zellen werden mit einer Losung aus 10 
ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml Dif f erenzierungsmedium abtrypsi- 
niert und 5 Minuten abzentrifugiert . Das resultierende Pellet 
25 wird so in Dif f erenzierungsmedium resuspendiert, dass sich 
eine Verdiinnung von 3000 Zellen je 100 ul Medium einstellt. 
Anschliefiend werden die Zellen nochmals gut mit einer 3 ml 
Pipette suspendiert. 

30 Von bakteriologischen Petrischalen, die vorher mit jeweils 15 
ml PBS (37 °C) pro Platte beschichtet worden sind, wird der 
Deckel abgenommen und umgedreht. Mit Hilfe einer automati- 
schen Pipette werden auf einen Deckel ca. fiinfzig 20 ul Trop- 
fen gegeben. Der Deckel wird dann schnell umgedreht und auf 
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die mit Dif f erenzierungsmedium gefiillte Petrischale gegeben, 
sodass die Tropfen nach unten^hangen. Die Petrischalen werden 
anschliefiend vorsichtig in den Brutschrank gestellt und fur 
48 h inkubiert. 

Daraufhin werden die in den hangenden Tropfen aggregierten 
Zellen, die die organoiden Korper bilden, aus jeweils vier 
Deckeln in je eine bakteriologische Petrischale mit 5 ml In- 
kubationsmedium mit 20 % FKS uberfuhrt und fur weitere 96 h 
kultiviert . 

Die organoiden Korper werden nun vorsichtig mit einer Pipette 
aufgesammelt, und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul- 
turgefafle mit Dif f erenzierungsmedium uberfuhrt. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens verwendet 
man als KulturgefaH mit 0,1 % Gelatine beschichtete 6 cm Pet- 
rischalen, in die 4 ml Dif f erenzierungsmedium vorgelegt wurde 
und die anschlieJSend mit je 6 organoiden Korpern beschickt 
werden. Ein weiteres bevorzugtes KulturgefaU sind mit 0,1 % 
Gelatine beschichtete Chamber Slides, in die 3 ml Dif f eren- 
zierungsmedium vorgelegt wurde und die anschlieliend mit je 
3-8 organoiden Korpern beschickt werden. Daneben konnen auch 
24-Mulden-Mikrotiterplatten verwendet werden, die mit 0,1 % 
Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde 
Differenzierungsmedium vorgelegt wurde und anschlieliend mit 
je 4 organoiden Korpern beschickt werden. 

Derart kultiviert, ist die Dif f erenzierungsf ahigkeit der Zel- 
len in den organoide Korper aktiviert und die Zellen konnen 
sich insbesondere in hormonproduzierenden Zellen differenzie- 
ren. Die Zellen konnen sowohl als organoide Korper als auch 
als einzelne Zellen gelagert und kultiviert werden und behal- 
ten ihre Pluripotenz. 
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(II) Dif ferenzierung in den organoiden Korpern und/oder Gewe- 
bekorpern 

Nach der Isolierung und ggf. Aggregation liegen in den jewei- 
5 ligen Zellkulturen oder organoiden Korpern die Staramzellen 
oder gegebenenfalls bereits spontan dif f erenzierte, hormon- 
produzierende Zellen vor. Im weiteren Verfahren erfolgt die 
stimulierte Dif ferenzierung der Stammzellen oder das stimu- 
lierte Wachstum der bereits dif f erenzierten Zellen gemaft 

10 Schritt 200 (Figur 1) . Hierzu werden eine oder mehrere der 

obengenannten Stimulationsbehandlungen durchgef iihrt . Die Sti- 
mulation der Differenzierung kann mit dem obengenannten Dif- 
ferenzierungsmedium (I) dahingehend erfolgen, dass allgemein 
eine Differenzierung der Stammzellen oder organoiden Korper 

15 stattfindet. Die Erfinder haben f estgestellt, dass die Diffe- 
renzierung neben anderen Zelltypen insbesondere die hormon- 
produzierenden Zellen ergibt, die dann bei der weiteren Bear- 
beitung (Schritt 300 in Figur 1) selektiert werden. Alterna- 
tiv ist die Differenzierung mit den obengenannten weiteren 

20 Dif ferenzierungsmedien vorgesehen, mit denen eine vorrangige 
Differenzierung hin zu den hormonproduzierenden Zellen er- 
folgt und bei deren Verwendung die nachfolgenden Schritte der 
Identifizierung und Selektion vereinfacht werden. Das nach- 
folgende Beispiel 5 bezieht sich auf die Stimulation mit dem 

25 Differenzierungsmedium (I), wahrend die ubrigen Beispiele 

sich auf die anderen Dif ferenzierungsmedien und Stimulations- 
techniken beziehen. 

BEISPIEL 5 

30 Fur die Induktion der Differenzierung wurden vorzugsweise 

Stammzellen nach dem 42. Tag der Kultivierung verwendet. Die 
Verwendung von Stammzellen nach der 3. oder 4. Passage oder 
von Zellen, die bei der Temperatur von flussigem Stickstoff 
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12-18 Monate lang gelagert worden waren, war ebenfalls prob- 
lemlos moglich. 

Zunachst wurden die Zellen im Dif f erenzierungsmedium (I) mit 
5 der oben angegebenen Zusammensetzung iiberfiihrt und auf eine 
Dichte von etwa 3 x 10 4 Zellen/ml eingestellt; z.B. durch 
Trypsinbehandlung einer Stammzelkultur in Nahrmedium, 5- 
miniitige Zentrifugation bei 1000 UpM und Resuspendieren des 
Pellets im Dif f erenzierungsmedium (I) und Verdiinnung soweit 
10 erforderlich. 

Anschlieftend wurden mit einer 20-ul Pipette ca. 50 20-ul- 
Tropfen (600 Zellen/20 ul) auf die Innenseite des Deckels ei- 
ner bakteriologischen Petrischale gegeben (gestopfte Spitzen) 
und die Deckel vorsichtig auf die mit PBS gefiillten Petri- 
schalen gestulpt, sodass die Tropfen nach unten hangen. Fur 
jeden Deckel wurde eine neue Spitze verwendet. Die Petrischa- 
len wurden anschlieftend vorsichtig in den Brutschrank ge- 
stellt und 48 h lang bei 37 °C inkubiert. 

Danach wurden die in den hangenden Tropfen aggregierten Zel- 
len, die organoide Korper, aus jeweils vier Deckeln in je ei- 
ne bakteriologische Petrischale mit 5 ml Inkubationsmedium 
mit 20 % FKS iiberfiihrt (Deckel schrag halten und die organoi- 
den Korper mit etwa 2,5 ml Nahrmedium abspiilen) und fur wei- 
tere 5-9 Tage, vorzugsweise 96 h, kultiviert. 

Die organoiden Korper wurden nun vorsichtig mit einer Pipette 
aufgesammelt und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul- 
30 turgefafie mit Dif f erenzierungsmedium (I) iiberfiihrt. Die orga- 
noiden Korper vermehrten sich nun und wuchsen in zum Teil 
einzelnen Zellkolonien, die wieder vermehrt vereinzelt und 
vermehrt werden konnten. In einer besonders bevorzugten Aus- 
gestaltung des Verfahrens wurden als Kulturgefafi mit 0,1 % 

24 
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Gelatine beschichtete 6 cm Petrischalen verwendet, in die 
4 ml Differenzierungsmedium (I) vorgelegt worden war, und 
diese mit je 6 organoiden Korpern beschickt. Ein weiteres be- 
vorzugtes Kulturgef afi> waren mit 0,1 % Gelatine beschichtete 
Chamber Slides, in die 3 ml Differenzierungsmedium vorgelegt 
wurde und die anschliefiend mit je 3-8 organoiden Korpern be- 
schickt wurden und Thermanox-Platten (Nalge None Internatio- 
nal, USA) fur elektronenmikroskopische Studien. Ein weitere 
Alternative waren 24-Mulden-Mikrotiterplatten, die mit 0,1 % 
Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde 
Differenzierungsmedium (I) vorgelegt wurde und die anschlie- 
IJend mit je 4 organoiden Korpern beschickt wurden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wurden or- 
ganoide Korper etwa 7 Wochen lang in den gelatine- 
beschichteten 6-cm-Petrischalen kultiviert und danach wurden 
einzelne organoide Korper mit dem Microdissector (Eppendorf , 
Hamburg, Deutschland nach den Anweisungen des Herstellers 
ausgeschnitten und dann z.B. auf frische 6-cm-Petrischalen, 
Chamber Slides oder Thermanox-Platten uberfiihrt. 

BEISPIEL 6 

Die Stimulation mit den oben genannten weiteren Differenzie- 
rungsmedien erfolgt analog. 

BEISPIEL 7 

Figur 6 illustriert die Stimulation (Schritt 200) einer 
Stammzelle 1 auf einem Substrat 21 durch molekulare Signal- 
oder Differenzierungsfaktoren 5, die im Kultivierungsmedium 
enthalten sind. Auf der Oberflache der Stammzelle 1 befinden 
sich Zellrezeptoren la. Beim Ankoppeln der Signal- oder Dif- 
ferenzierungsfaktoren an den Zellrezeptoren la erfolgt eine 
Pragung der Stammzelle 1 und der Beginn der Dif f erenzierung 
hin zur gewunschten Hormon produzierenden Zelle. 
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Die molekularen Signal- oder Dif f erenzierungsf aktoren 5 um- 
fassen an sich bekannte biologische Makromolekiile, Zellbe- 
standteile von pankreatischen Zellen oder insbesondere Zel- 
5 len, Zellbestandteile oder Zellgruppen verwendet werden, die 
im endokrinen Gewebe der Pankreas in der Umgebung der Lan- 
gerhans 1 schen Inseln angeordnet sind 

BEISPIEL 8 

10 Figur 7 illustriert entsprechend die Pragung einer Stammzelle 
1 mit einer bereits dif f erenzierten Zelle 6, auf deren Memb- 
ranoberf lache entsprechende Signal- oder Dif f erenzierungsf ak- 
toren fixiert oder naturlich gegeben sind. 

15 BEISPIEL 9 

Gemaft einer weiteren Variante kann eine Genaktivierung der 
Stammzellen vorgesehen sein, wie sie beispielsweise in DE 102 
90 025 Tl beschrieben ist. 

20 BEISPIEL 10 

Figur 8 illustriert die Insulinproduktion der dif f erenzierten 
Zellen mit einer mikroskopischen Aufnahme von Insulin produ- 
zierenden Zellen, die aus exokrinem Pankreas des Menschen ge- 
wonnen wurden. Entsprechende Ergebnisse sind mit Speicheldrii- 

25 sen des Menschen oder von anderen Wirbeltieren gefunden wor- 
den. Die mit den Pfeilen markierten Punkte reprasentieren das 
von den Zellen produzierte Insulin. Der weifie Strich ent- 
spricht einer Lange von 20 urn im Original. 

30 Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspruchen und den 
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln oder auch in Kombination fur die Verwirklichung der 
Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu- 
tung sein. 

35 
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16356/PCT Hz 

PATENTANSPRUCHE 

5 1. Verfahren zur Bildung von pankreatisches Hormon produ- 
zierenden Zellen, umfassend: 

- eine Kultivierung und Dif f erenzierung von Stammzellen, die 
aus differenziertem exokrinen Drusengewebe eines Organismus 
gewonnen wurden. 

10 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem primar aus dem Orga- 
nismus isolierte Stammzellen kultiviert und dif f erenziert 
werden. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem eine Aggregation der 
Stammzellen zu organoiden Korpern vorgesehen ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Dif f erenzierung 
der Stammzellen in den organoiden K6rpern erfolgt. 

20 

5. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem sekundar aus den or- 
ganoiden Korpern isolierte Stammzellen kultiviert und diffe- 
renziert werden. 

25 6. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem eine Stimulation der Bildung der pankreati- 
sches Hormon produzierenden Zellen vorgesehen ist, die eine 
stimulierte Vermehrung der pankreatisches Hormon produzieren- 
de Zellen und/oder eine stimulierte Dif f erenzierung der 

30 Stammzellen umfasst. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Stimulation min- 
destens eine der folgenden Stimulationsbehandlungen umfasst: 
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- Behandlung mit Uberstanden einer Primarkultur des endokri- 
nen Pankreas, 

- Behandlung mit Uberstanden von Zelllinien des endokrinen 
Pankreas, 

5 - Co-Kultur mit dif f erenzierten Zellen des endokrinen Pankre- 
as, 

- Co-Kultur mit Zelllinien des endokrinen Pankreas, oder 

- Behandlung mit immobilisierten molekularen Wachstumsf akto- 
ren, 

10 - Aktivierung von mindestens einem Gen, das in die Differen- 
zierung der Stammzellen zu den pankreatisches Hormon produ- 
zierenden Zellen involviert ist, und 

- Behandlung mit in einer Flussigkeit gelosten molekularen 
Wachstumsf aktoren. 

15 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die Behandlung mit 
immobilisierten molekularen Wachstumsf aktoren eine Zellpra- 
gung mit molekularen, auf einem Trager immobilisierten Diffe- 
renzierungsf aktoren umfasst. 

20 

9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem als Trager ein syn- 
thetisches Substrat, eine Zellmembran oder ein dreidimensio- 
nales Matrixsubstrat verwendet wird. 

25 10. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem eine Identif izierung und Selektion der 
pankreatisches Hormon produzierenden Zellen vorgesehen ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die Selektion der 
30 pankreatisches Hormon produzierende Zellen ein Zellsortier- 
verfahren umfasst. 
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12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, bei dem nicht iden- 
tifizierte und selektierte Zel-len einer weiteren Kultivierung 
und Dif f erenzierung unterzogen werden. 

13. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 

5 spruche, bei dem Stammzellen verwendet werden, die aus sekre- 
torischen Drusen oder Drusen des gastro-intestinalen Traktes 
des Organismus gewonnen wurden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem Stammzellen verwen- 
10 det werden, die aus der Pankreas oder der Speicheldruse des 

Organismus gewonnen wurden. 

15. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem Stammzellen aus Drusengewebe verwendet wer- 

15 den, das acinares Gewebe ist. 

16. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem Stammzellen von einem Wirbeltier, vorzugs- 
weise einem Sauger verwendet werden. 

20 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem Stammzellen von ei- 
nem Primaten, insbesondere einem Menschen verwendet werden. 

18. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
25 spruche, bei dem die pankreatisches Hormon produzierenden 

Zellen fur pharmazeutische Anwendungen verwendet werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, bei dem die pankreatisches 
Hormon produzierenden Zellen zur Behandlung von pankreati- 

30 schen Erkrankungen, einem Stof fwechselsyndrom oder Stoffwech- 
selerkrankungen verwendet werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem die pankreatisches 
Hormon produzierenden Zellen zur Behandlung von Diabetes, Hy- 
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perglykamie oder beeintrachtigter Glukosetoleranz verwendet 
werden. 

21. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
5 spriiche, bei dem die pankreatisches Hormon produzierenden 

Zellen Insulin produzieren. 

22. Isolierte, pankreatisches Hormon produzierende Zelle, 
wobei die Zelle aus einer Stammzelle gebildet wurde, die aus 

10 dif ferenziertem exokrinen Driisengewebe eines Organismus iso- 
liert wurde. 

23. Isolierte, pankreatisches Hormon produzierende Zelle 
nach Anspruch 22, die eine Humanzelle ist. 

15 

24. Zellzusammensetzung, die eine Vielzahl von pankreati- 
sches Hormon produzierenden Zellen nach Anspruch 22 oder 23 
enthalt. 

20 25. Zellzusammensetzung nach Anspruch 24, bei der die 

pankreatisches Hormon produzierenden Zellen mit einem Verfah- 
ren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 21 gebildet 
sind. 

25 26. Zellzusammensetzung nach Anspruch 24 oder 25, die zu- 
satzlich andere Zelltypen enthalt. 

27. Zellzusammensetzung nach Anspruch 26, bei der die ande- 
ren Zelltypen Stamrazellen und/oder Nachbarzellen von Lan- 

30 gerhans'schen Inseln in pankreatischem Gewebe umfassen. 

28. Zellzusammensetzung nach einem der Anspruche 24 bis 27, 
die ein Umhullungs- oder Matrixmaterial enthalt. 
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29. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 
einer Zellzusaitimensetzung nach Anspruch 24 als pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung. 

5 

30. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 
einer Zellzusaitimensetzung nach Anspruch 24 als autologe phar- 
mazeutische Zusammensetzung. 

10 31. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 

einer Zellzusaitimensetzung nach Anspruch 24 zur Transplantati- 
on oder in einer medizinischen Vorrichtung. 

32. Kunstliche Langerhans' sche Insel, die eine Zelle nach 
15 Anspruch 22 oder 23 oder eine Zusammensetzung nach Anspruch 

24 enthalt. 

33. Pharmazeutische Zusammensetzung, die enthalt: 

- mindestens eine Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder mindes- 
20 tens eine Zellzusammensetzung nach Anspruch 24, und 

- eine pharmazeutische Tragersubstanz . 
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